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摘 　要 :概述了分子标记的研究进展 ,并对其在植物研究领域中的应用及前景作了介绍和展望.
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Abstract :The development of molecular markers and their application in plant study were summarized ,
and the application prospect were pveviewed.




遗传标记 (genetic markers)的发展主要经历了 4 个阶段 :1) 形态标记 (morphological mark2
ers) ,主要指植物学形态特征 ;2) 细胞标记 (cytological markers) ,主要是染色体核型和带型等 ;
3)生化标记 (biochemical markers) ,主要是同工酶和储藏蛋白等生化物质 ;4) 分子标记 (molec2
ular markers) ,即核苷酸. 广义的分子标记也包括生化标记 ,即指可遗传并可检测的 DNA 序列
或蛋白质 ,而广泛采用的是狭义的概念 ,仅指 DNA 标记. 分子标记是以生物大分子 (主要是
遗传物质 DNA)的多态性为基础的一种遗传标记. 理想的分子标记具有以下优点 :1) 多态性
高 ;2)遍布整个基因组 ;3)检测手段简单、迅速 ;4)无基因多效性 ;5)能够明确辨别等位基因 ;
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1 　分子标记的发展与种类
111 　RFLP技术
RFLP技术是发展最早的分子标记技术 ,是由 Bostein[1 ]首先提出的. 其原理是检测 DNA
在限制性内切酶酶切后形成的特定 DNA 片段的大小. 不同来源的 DNA 具有不同的限制酶
酶切位点分布 ,每一种 DNA/ 限制性酶组合所产生的片段都是特异的 ,从而产生了多态性.
RFLP技术涉及的基本步骤有 : DNA 的提取 →限制性酶酶切 DNA →琼脂糖凝胶电泳 →
SOUTHERN 印迹转移、杂交 →结果分析. 操作较复杂 ,效率低 ,成本高 ,而且不易获得足够有
效的探针.
112 　以 PCR为基础的分子标记
PCR 标记是随着 PCR 技术的诞生而发展起来的第二代分子标记技术. 自 Williams[2 ] 、
Welson 和 McClelland[3 ]首先分别独立地建立了 RAPD 技术 ,许多在 PCR 基础上改进的新分子
标记技术相继出现.
11211 　RAPD
RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA)标记通常采用 10 个碱基的寡核苷酸作引物 ,
不同来源的 DNA 与引物具有不同的结合位点 ,因而在 RAPD2PCR 反应中可获得不同的扩增
产物 ,再经凝胶电泳分离 ,即可观察. 这种标记继承了 PCR 的优点 ,不需要克隆制备、探针标
记、South2ern 印记、分子杂交等一系列生物学技术 ,简便迅速 ,实验成本低 ,且样品需要量少 ,
灵敏度高 ,缺点是稳定性较差. Nair 等[4 ] 、Paran 和 Michelmore[5 ]在此基础上研究出 SCARs (Se2
quence Characterized Amplified Regions) , 通过扩增 RAPD 片段 ,重新构建较长的 PCR 引物 ,比
RAPD 稳定性好 ,重复性更高.
11212 　SSR
SSR(Simple Sequence Repeat) [6 ,7 ]引物根据与微卫星重复序列两翼的特定短序列设计 ,由
于重复的长度变化极大 ,它是检测多态性的一种有效方法 ,可鉴别杂合子和纯合子. 在 SSR
基础上发展的相近的分子标记种类有 :1) ISSR( Inter2Simple Sequence Repeat) [8 ]技术 ,也称 AS2
SR(Anchored2Simple Sequence Repeat) ,用 5′端或 3′端加锚的 SSR 作引物 ,再附加几个碱基构
成单引物 ;2)把 SSR 互补的寡核苷酸作为多位点 RFLP 技术中的探针 ;3) RAMS ,用标记的
SSR 探针与 RAPD 扩增片段杂交 ;4) RAMPS ,把与 SSR 互补的寡核苷酸作为 PCR 引物 ,扩增
基因组 DNA 的特定片段.
11213 　SPAR ,STS
SPAR(Single Primer Amplification Reaction) [9 ]直接利用微卫星作引物 ,与 RAPD 的原理及
步骤极为相似 ;STS(Sequence Tagged Site) [10 ]对 RFLP 技术中使用的探针两端进行测序 ,构建
PCR 引物.
11214 　AFLP
AFLP(Amplified Fragment Length Polymorphism) 是由 Zabeau 和 Vos 首先发明的[11 ] ,它把
RFLP技术与 PCR 技术结合起来. 具体步骤是 :先把 DNA 进行酶切 ,选择特定的片段进行
PCR 扩增 ,然后在扩增中使用的引物 3′端附加几个随机选择的核苷酸引物再次进行扩增 ,扩
增后的片段可用放射性技术检测 ,因而非常适用于分类研究及绘制品种的指纹图谱 ,比
RAPD 稳定性好 ,重复性高. Arencidia 等在此基础上研究出 AFRP (Amplifie Fragment Random
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Polymor2phism)技术 ,其 PCR 引物中一侧为 AFLP 引物 ,另一侧为随机引物.
11215 　其它几种新的分子标记技术
SNP(Single Nucleotide Polymorphism)技术可对单核苷酸的差异进行检测 ,目前用 SNP 技
术已经在人类染色体上标记定位了 2 000 多个位点 ,对植物的研究也正在进行.
IFLP( Intron Fragment Length Polymorphism) 检测内含子长度的差异.
dCAPS(derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)是 Neff 等在 CAPS基础上发展起来
的 ,也是检测单核苷酸多态性的较好方法.
SSCP(Single2strand Conformation Polymorphism) 是一种快速有效的检测 DNA 多态性的方






系仍需进一步研究. 分子标记的出现 ,大大弥补了传统形态标记分类法的不足 ,成为现代植
物分类学研究的有力工具. Arnold 等[13 ]用种特异的 RFLP 和 RAPD 标记检测了鸢尾属种的
渐渗现象和自然状态下的杂种 ,并证实其来源于 一个假定的品种 ;Wanger[14 ]用 RFLP 标记
鉴定出了松属和云杉属的杂交种 ,并成功地区分了欧洲山杨和大齿杨. 由于越橘属的形态学
质量性状很少 ,其品种的区分非常困难 ,Novy 等[15 ]利用 RAPD 标记对 5 个品种进行了分析 ,
结果表明 ,每个品种都由多个基因型组成 ,且品种内的异质性很大.
分子标记也是进行物种亲缘关系研究及遗传多样性分析的有效工具. 利用分子标记可
确定亲本之间的遗传差异和亲缘关系 ,进而划分杂种优势群 ,提高杂交优势潜力. 张开春
等[16 ]利用 RAPD 技术对中国的苹果无融合生殖资源平邑甜茶进行分析 ,证明其具有丰富的
遗传多样性 ;张海英等[17 ]用 RAPD 技术对国内外多个黄瓜品种资源进行了遗传亲缘关系研
究 ,从分子水平上验证了黄瓜是遗传基础狭窄的作物 ;陈新平[18 ]等对近缘野生大麦进行了
RAPD 分析 ,并对近缘野生大麦与栽培大麦亲缘关系进行了研究 ,结果表明中国栽培大麦与
近缘野生大麦聚为一类 ,这对阐明大麦的进化途径和大麦的分类体系具有十分重要的意义.
212 　遗传图谱的建立和基因定位
随着以 RFLP 为代表的分子标记的出现 ,遗传作图在许多作物及林木中得到了迅速发
展. 西红柿、黄瓜、土豆、玉米、水稻、小麦、大麦等多种作物的分子图谱已经建立 ,林木的遗传
作图研究相对作物起步较晚 ,Devey[19 ]等于 1993 年构建了第一张火炬松的 RFLP 连锁图谱 ,
随后又有巨桉、糖松、尾叶桉、苹果、桃等树种的分子图谱相继出现.
有了分子标记连锁图谱 ,寻找目标基因就变得容易而准确 ,Newcomb[20 ]对美洲黑杨的抗
病基因进行研究 ,发现 8 个与抗病基因紧密连锁的标记 ,通过这些连锁标记就能很容易地追
踪到目标基因 (抗病基因) ;Rajapakse 等[21 ]在桃的遗传图谱上标记了重瓣花型基因、果实黄
肉基因等 47 个标记 ;李仕贵、马玉清等[22 ]利用 RFLP 和微卫星标记定位了迟熟水稻 8987 中
控制迟熟生育期的基因 ,这些目标基因的定位为分子标记辅助选择和基因克隆奠定了基础.
分子标记的出现对数量性状基因定位 (QTL) 研究有着很大的影响. 大多数重要的农艺
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性状和经济性状如产量 (包括每穗粒数、粒重) 、开花期、株高等受多个基因控制 ,为数量性
状 ,而目前对这些基因数目及其相互作用知之甚少 ,给育种和研究带来很多不便. 分子标记
的应用可以说是数量性状基因定位研究的里程碑 ,它可将数量性状拆分 ,分别估计各个位点
的表型效性 ,进而对其定位. Osborn 等 [23 ] 、Tanksley 和 Hewitt [24 ] 、Paterson 等[25 ]的工作开创了
分子标记在 QTL 研究中的应用领域.
QTL 分子标记在作物上发展较快 ,许多 QTLS 在不同的作物中已被标记定位 ,如西红
柿[26 ,27 ]、大麦[28～30 ] 、玉米[31 ,32 ]等. 最近 ,李晶昭、何平等[33 ]通过构建分子图谱对水稻抽穗
期、每穗颖花数、每穗实粒数、200 粒重、结实率进行了 QTL 分析 ,定位了两个抽穗期、两个株










应 50 %～200 % ;传统表型选择可能会丢失一些表型较差个体所携带的优良基因 ,即低频率
基因 ,而分子标记则能有效地寻找和定位这些有用基因 ,Tankeley[34 ]利用分子标记在一小果







Xa1、Xa3、Xa4、Xa5 和 Xa10[35 ] 、Xa21[36 ] ;虫瘿抗性基因 Gm2[37 ,38 ]、Gm4[39 ] ;小麦锈叶病抗
性基因 Lr9[40 ]、Lr24[41 ] ;玉米枯叶病抗性基因 rhm [42 ] ;西红柿的 TMV 抗性基因 Tm2[43 ] ;土豆
的孢囊线虫抗性基因 Gpa2[44 ] ;苹果黑星病抗性基因 Vf [45 ,46 ] 等.
21312 　雄性不育及其它目标性状的标记
利用分子标记对雄性不育进行标记 ,可加快保持系、不育系、恢复系的选育 ,盖树鹏
等[47 ]用 RAPD 技术获得了大葱胞质中与育性连锁的标记 ,并利用此标记选育不育系和保持
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在种质资源保护方面 ,分子标记技术为种质资源保护提供了有力的工具. 由于生态环境









革性的影响 ,为植物遗传育种注入了强大的活力. 利用分子标记技术 ,通过对现有品种的分
子遗传图谱作图 ,能最大限度地综合利用有利基因和淘汰不利基因 ,设计出最佳杂交组合 ;
通过对连锁标记的追踪和对数量性状的拆分 ,可准确定位一些其它方法难以确定的目标性
状 ,从而进行早期选择 ,大大减少世代间隔和育种的盲目性 ,而且不受植株发育阶段和外界
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